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1. UVOD 
1.1. Morski zekan Aplysia punctata (Cuvier, 1803) 
 
Morski zekan Aplysia punctata (Cuvier, 1803) pripada koljenu mekušaca, 
porodici Aplysiidae i rodu Aplysia (Tablica 1). Aplasidae je porodica manjih, 
bilateralno simetričnih puževa s unutrašnjom ljušturom koja obično nije vidljiva 
(Garms,1981). Morski zekan dobio je ime po rinoforama na glavi koji  nalikuju na 
zečje uši, a služe za kemorecepciju i navigaciju prilikom kretanja. Herbivor je, hrani 
se algama blizu kojih pretežito i obitava. Morski zekan ne pliva, a kada je uznemiren 
ispušta ljubičasti sekret kako bi se obranio. Zbog svog jednostavnog živčanog 
sustava i velikih neurona, cijeli rod Aplysia široko je proučavan te se koristi kao 
„modelni organizam“ u raznim fiziološkim, biološkim i razvojnim studijama (Fish, 
1996). 
 
Tablica 1. Taksonomska pripadnost morskog zekana Aplysia punctata  
(Cuvier, 1803). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
1.1.1. Građa morskog zekana 
 
Morski zekan ima uzak i izdužen oblik tijela. Karakterističan je po  simetričnim, 
prema gore svijenim parapodijima (kožni nabori stopala). Parapodiji su obrubljeni 
bijelom crtom, a na stražnjem su dijelu tijela srasli (Turk, 2011). Ljuštura je duga oko 
4 cm, vrlo je lomljiva i kalcificirana je,  te  se nalazi iznutra na stražnjem dijelu tijela tj. 
prekrivena je plaštom. Ispod ljušture se nalaze škrge i srce. Ticala tj. rinofori se 
nalaze na glavi te su smotani u obliku svitka. Za hranjenje se u usnoj šupljini nalazi 
Koljeno Mollusca 
Razred Gastropoda 
Podrazred Heterobranchia 
Red Anaspidea 
Porodica Aplysiidae 
Rod Aplysia 
Vrsta Aplysia punctata 
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radula kojom usitnjava hranu. Boja tijela razlikuje se ovisno o staništima i algama 
koje obitavaju na tom području. Morski zekani na sjevernom Jadranu najčešće su 
smeđe ili žućkasto-zelenkaste boje s bijelim mrljama te obično narastu do 10 cm 
(Slika 1, Slika 2), dok su juvenilni primjerci su obično ružičasto-crvene boje. 
 
                
Slika 1. Vanjski izgled Aplysia punctata.          Slika 2. Građa tijela A. punctata. 
 
1.1.2. Stanište i rasprostranjenost morskog zekana 
 Morski zekan je bentoski organizam koji se najčešće nalazi u obalnom pojasu 
uz mjesta koja su obrasla algama. Najčešće obitava na dubinama od 3 do 15 m u 
umjerenim i toplim morima. 
Prostor na kojemu morski zekan prebiva prostire se od Jadranskog i 
Sredozemnog mora sve do sjevernog Atlantika te do obala Grenlanda i Norveške 
(Slika 3). U proljeće se intenzivnije pojavljuje uz obalu zbog parenja, no nakon 
parenja se rjeđe viđa. 
 
 
Slika 3. Rasprostranjenost, odnosno područja gdje je zabilježena prisutnost morskog 
zekana A. punctata u Europi (Sredozemno more, Atlantik) (sealifebase.ca). 
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Stražnjoškržnjaci srodnih vrsta Aplysia depilans i A. fasciata (Gastropoda, 
Opisthobranchia, Anaspidea) pojavljuju se istovremeno na opsežnim infralitoralnim 
dnima obalnih područja Sredozemlja i Jadrana. 
 
1.1.2.  Reprodukcija i razvoj morskog zekana 
 
Morski zekan je dvospolac, ali zbog građe tijela nije moguća samooplodnja, 
već oblikuju lance jedinki dok se pare. U vrijeme mrijesta odlaze u plića područja, a 
nakon oplodnje odlažu narančasto-roze jajčane vrpce s velikim brojem čahura 
(kokona) i polažu ih na alge (Slika 4). U svakom kokonu su prosječno 4 oplođene 
jajne stanice, odnosno kasnije embrija. Embrij se razvija unutar čahure te njegov 
razvoj završava izlaskom u obliku veliger ličinke (Slika 5). Veliger ličinka ima ljušturu 
sačinjenu od kalcijevog karbonata (CaCO3), koji je u obliku kristala aragonita i kalcita, 
te od male količine dolomita (CaCO3 x MgCO3). Na kraju planktonske faze ličinka se 
spusti na dno među alge i započinje preobrazbu. Tijekom preobrazbe plašt prekrije 
ljušturu i razvijaju se sifon, škrge, parapodiji i ticala (Tonejc i sur., 2014). Životni vijek 
morskog zekana je oko godinu dana. 
 
 
Slika 4. Jajčane vrpce morskog zekana Aplysia punctata. 
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Slika 5. Prelazak iz embrionalnog u larvalni stadij morskog zekana A. punctata: a) 10 
dana stari embriji vidljivi unutar kokona; b) prazni kokoni; c) veliger ličinka 
(Tonejc i sur., 2014). 
 
1.2. Esteraze 
 
Esteraze su enzimi koji razgrađuju estere u kiseline i alkohole. Postoji više 
različitih esteraza, a one se razlikuju po biološkoj funkciji, strukturi proteina te po 
specifičnosti prema supstratu. Esteraze su enzimi koji kataliziraju hidrolizu esterske 
veze, važni su za hidrolizu endogenih supstrata, obično supstrata lipidnih estera, 
također ugljična anhidraza ima esteraznu aktivnost (Pavičić-Hamer i sur., 2015).  
 
1.3. Ugljična anhidraza (UA) 
 
Ugljična anhidraza (UA) je enzim koji katalizira reverzibilnu reakciju između 
hidratiziranog ugljičnog dioksida (CO2)  i dehidratiziranog bikarbonata (HCO3
-)    
(Slika 6). 
 
 
UA enzim 
CO2 + H2O  H
+ + HCO3
-. 
Slika 6. Reakcija mehanizma djelovanja ugljične anhidraze (Henry, 2001). 
 
Gore prikazana reakcija je jedna od najbržih enzimskih reakcija, reakcija je 107 
puta brža nego kada nije katalizirana (k
cat
 = 10
6
 s
-1
) UA enzimom. UA ima važnu 
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ulogu u fiziološkim procesima disanja te prijenosu i izlučivanju CO2, H
+ i HCO3
-. 
Lipidne membrane stanica i organela nepropusne su za hidrofilne molekule i ione. 
Plin CO2 lako prolazi difuzijom kroz staničnu membranu, HCO3
- teže, a H+ ne može 
proći kroz membranu bez posrednika. Fiziološka uloga ugljične anhidraze je olakšani 
prijenos reaktanata kroz lipidne membrane (Henry, 1996). 
Evolucijski gledano postoje tri odvojene porodice UA: porodica α UA je 
monomer i nalazi se u svim životinjama; porodica ß UA je polimer prisutan u biljkama  
i algama; a porodica γ UA je trimer prisutan u prokariotima (Slika 7). U porodici α UA 
otkriveno je 15 izoenzima u sisavaca koji su heterogeno rasprostranjeni u tkivima i 
intracelularno. Izoenzimi su slični u sastavu aminokiselina, ali su različiti u katalitičkoj 
aktivnosti te osjetljivosti na inhibitore i specifičnim smještajem u stanicama i tkivima. 
Izoenzimi UA I, II, III, VII se nalaze u citoplazmi stanica (29 kDa), izoenzimi UA IV, IX, 
XII, XIV su membranski vezani u stanicama (35-52 kDa), UA V se nalazi u 
mitohondrijima (29 kDa), a UA VI u sekrecijskom tkivu (42 kDa) (Hewett-Emmett, 
2000; Pavičić-Hamer i sur., 2015 ). 
 
Slika 7. α, ß i γ porodice ugljične anhidraze (Hewett-Emmett, 2000).  
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Ugljična anhidraza je prisutna u svim živim bićima i ima esencijalnu ulogu u 
olakšanom transportu ugljičnog dioksida (CO2) i iona u unutarstanični prostor (Le Roy 
i sur., 2014; Pavičić-Hamer i sur., 2003). Također, ugljična anhidraza je uključena u 
mnoge važne procese kao što su fotosinteza i disanje kod eukariota i  prokariota. 
Također ključan je faktor procesu kalcifikacije i biomineralizacije, transportu iona, 
kiselo-baznim reakcijama i u velikom broju metaboličkih procesa (Lionetto i sur., 
2006; Lionetto i sur., 2012).  
 
1.4. Biomineralizacija 
 
Biomineralizacija je složen skup biokemijskih i fizioloških procesa tijekom kojih 
živi organizmi stvaraju čvrste strukture (biominerale). Oblik, građa i svojstva 
biominerala ovise o vanjskim (egzogenim) uvjetima u kojima živi organizam 
(temperatura, salinitet, pH vrijednost i zagađenje) i genetskim (endogenim) 
osobitostima organizma/vrste. 
Biomineralizacija je proces koji kod većine morskih organizama nije detaljno 
objašnjen, osobito dijelovi vezani uz formiranje minerala u ranijem embrionalnom i 
larvalnom stadiju. Prilikom formacije biominerala kod morskih beskralježnjaka, 
možemo prepoznati nekoliko koraka, a to su formacija amorfnog kalcijevog karbonata 
(ACC) kod ranih embrija, produkcija jezgara mineralizacije (nanosfera) iz ACC-a te 
daljnju formaciju karbonata uz pomoć tih jezgri. Svi dijelovi ovog procesa uključuju 
blisku interakciju sa organskim makromolekulama (biomineralizacija).  
Proces biomineralizacije kod morskih beskralježnjaka bazira se na činjenici  da 
tijekom embrionalnog razvoja ACC gradi prvu kristalnu formaciju, a upravo taj ACC je 
ključan u daljnjoj mineralizaciji skeleta. ACC je karbonatni oblik koji se pojavljuje u 
vezikulama puževa i ima važnu ulogu u početnom stvaranju minerala, daljnjoj 
biomineralizaciji i kalcifikaciji tkiva imaju stanična aktivnost i kemijska svojstva 
minerala. Proces biomineralizacije kod Aplysia sp., od samog početka formiranja 
ljušture u stadiju embrija pa do fiziološkog razvoja u odrasle jedinke, nije do kraja  
objašnjen (Tonejc i sur., 2014).  
Prema istraživanju Tonejc i sur. (2014), u specifičnim uvjetima određeni morski 
beskralježnjaci imaju mogućnost ponašanja u skladu s drevnim karakteristikama i 
modelima biomineralne formacije kod ranih predaka. Njihovi eksperimentalni rezultati 
razjašnjavaju i objašnjavaju dobro poznatu biomineralnu hipotezu da su ioni 
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kalcijevog karbonata (i fosfata) obilno prisutni u oceanima i zbog toga će biti 
favorizirani prilikom biomineralizacije u odnosu na mnogo rjeđe materijale. Također,  
potvrđuju da porijeklo vapnenačkih kostura objašnjava višestruko neovisnu suradnju 
između molekularnih i fizioloških procesa koji su široko rasprostranjeni kroz 
eukariotske organizme. 
Enzim UA sudjeluje u procesima dekalcifikacije i kalcifikacije kutikule rakova i 
u izgradnji ljušture školjkaša, katalizira hidraciju CO2 uslijed čega se karbonat veže s 
Ca u CaCO3 (Giraud, 1981):  
 
UA enzim 
H2O + CO2   ⇆  H2CO3  ⇄  H
+ +  HCO3
- ⇄  H+ + CO3
2- ⇄  CaCO3 
                                          UA  ⇅                                    ⇅ 
                                         CO2 + OH
-                            Ca2+ 
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2. CILJ RADA 
 
 Cilj ovog završnog rada je: A) prilagodba metode određivanja aktivnosti 
enzima ugljične anhidraze (UA) mjerenjem aktivnosti ukupnih esteraza (UE) uz 
inhibiciju UA pomoću specifičnog inhibitora acetazolamida (AZM) u homogenatima 
jajčanih vrci morskog zekana Aplysia punctata; i B) analiza vremenske aktivnosti 
ukupnih esteraza (UE) i specifične aktivnosti ugljične anhidraze (UA) vezane za 
stvaranje prvih biominerala tijekom embrionalnog razvoja 0-26 dana. 
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3. MATERIJALI I METODE 
3.1. Materijali 
3.1.1. Kemikalije  
 
U radu su korištene kemikalije isključivo analitičke čistoće i podrijetla kako 
slijedi: SIGMA – fenil-metil-sulfonil-fluorid (PMSF), albumin goveđeg seruma (BSA), 
Tris HCl, 4-nitrofenil acetat (4-NPA), acetazolamid (AZM), dimetilsulfoksid (DMSO); 
KEMIKA – natrijev klorid (NaCl), Etilendiamintetraoctena kiselina (EDTA); etilni 
alkohol 95% (EtOH); PIERCE - GelCode blue reagens; Bradford reagens. 
 
3.2. Metode 
3.2.1. Držanje, oplodnja i razvoj jajčanih vrpca A. punctata  
 
Morski zekani držani su u vanjskim eksperimentalnim kamenim bazenima (3 
m3) s protočnom morskom vodom na temperaturi okoliša (10oC). Nakon oplodnje i 
mrijesta jajčane vrpce su odvojene u posebne mrežaste posude te je u određenim 
vremenskim razmacima (0, 1, 4, 10, 13, 14, 15, 16,17, 18, 19, 20, 21, 22, 23, 24, 25 i 
26 dan) embrionalnog razvoja škaricama odvajan dio vrpce cca 5 cm. Izdvojeni dio je 
odmah po uzorkovanju pohranjen na -20oC u eppendorf tubici do analize. 
 
3.2.2. Homogenizacija i ekstrakcija proteina 
 
Vremenski uzorci jajčanih vrpca dužine cca 2 cm homogenizirani su ručno 
homogenizatorom u eppendorf tubici kako slijedi: u tubice s uzorcima je dodano 0,1 
ml EDTA pufera za homogenizaciju pH 7,5 (0,5 M NaCl; 0,1 M Tris; 0,01 M EDTA) i 
10 µl 40 mM otopine inhibitora proteinaza fenil-metil-sulfonil-fluorida (PMSF), uz 
ručnu homogenizaciju s pastilom; ponovljen je proces gnječenja pomoću pastila uz 
dodatak još 0,3 ml EDTA pufera. Nakon centrifugiranja (10 min/12000 g/4°C), 
izdvojen je supernatant cca 100 µl koji služi za određivanje proteina, a ostatak se 
sprema na -20°C do analize enzimskih aktivnosti. 
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3.2.3. Određivanje količine ukupnih proteina  
 
Koncentracije proteina određene su modificiranom metodom po Bradfordu 
(1976). Postupak se temelji na pomaku maksimuma apsorbancije (465 nm na 595 
nm), taj pomak javlja se u trenutku kada se boja Coomassie Brilliant u kiseloj otopini 
veže na proteine i pritom nastaje zeleno-smeđe do plavo obojenje (Bradford, 1976). 
Za vezanje boje na proteine zaslužne su elektrostatske sile između sulfatnih grupa 
same boje i bazičnih aminokiselinskih ostataka u proteinima te hidrofobne interakcije 
s ostacima aromatskih aminokiselina. Zbog utvrđivanja koncentracija proteina u 
uzorcima, potrebno je napraviti i standardnu krivulju s poznatim koncentracijama 
proteina. 
Prvo se pripremi serijski niz razrjeđenja albumina iz goveđeg seruma (BSA) 
neophodnih za izradu standardne krivulje te slijepe probe (100 µl deH2O/pufera u 
kome su homogenizirani uzorci). Za izradu standardne krivulje koristila se otopina 1 
mg/ml BSA različitih razrjeđenja (1,00; 0,500; 0,25; 0,125; 0,0625 i 0,03125 mg/ml). 
Prije mjerenja količine proteina uzorke je potrebno razrijediti da bi bili u 
linearnom dijelu krivulje (Apsorbancija 595 nm / koncentracija BSA). Proteinski uzorci 
razrijede se 100 puta te se u mikroploču pipetira 50 µl tako razrijeđenog uzorka. 
Zatim se u jažice u mikroploči doda 250 µl Bradford reagensa (1+3 deH20) i izmiješa 
pipetom. Nakon inkubacije 5 min pri sobnoj temperaturi izmjerena je apsorbancija pri 
595 nm prema slijepoj probi. Standardna krivulja crta se na temelju vrijednosti 
apsorbancije poznatih koncentracija BSA. Količina proteina u uzorku preračunata je 
prema proteinskom standardu BSA uz uzimanja u obzir faktora razrjeđenja 
ishodišnog uzorka. 
 
3.2.4. Određivanje aktivnosti ukupnih esteraza 
 
U ovom istraživanju koristili smo metodu hidrolize 4-nitrofenilacetata (4-NPA 
metoda). 4-NPA je bezbojni supstrat, a uslijed enzimske aktivnosti hidrolizira se u 4-
nitrofenol i acetat. Nakon čega slijedi mjerenje stvaranja 4-nitrofenola, žutog 
obojenog spoja (Pocker i Stone, 1967; Polat i Nalbantoglu, 2002). Reakcija je 
provedena na sobnoj temperaturi (21-25°C). Tijekom mjerenja Tris je korišten za 
puferiranje reakcijskog medija u ukupnoj koncentraciji od 50 mM i pH 7,3 (Pavičić-
Hamer i sur., 2015). 
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Tablica 2. Ovisno o uzorku reakcijska tubica je sadržavala: 
Uzorak UA standard Uzorak UE Uzorak UA Slijepa proba 
Otopine AZM (-) AZM (+) AZM (-) AZM (+) AZM (+) 
Homogenat uzorka 
(10 μg proteina) 
- - 10 μl 10 μl 
10 μl EDTA 
pufera 
UA standard (0.1-4.0 μg) 10 μl 10 μl - - - 
50 mM Tris pufer 125 μl 125 μl 125 μl 125 μl 125 μl 
10 mM 4-NPA supstrat u 
95% EtOH 
55 μl 55 μl 55 μl 55 μl 55 μl 
1 mM AZM u 50% DMSO - 10 μl - 10 μl 10 μl 
50% DMSO 10 μl - 10 μl 10 μl - 
Ukupno μl 200 μl 200 μl 200 μl 200 μl 200 μl 
 
Reakcija je započeta dodatkom otopine supstrata 4-NPA. Određivanje 
aktivnosti ukupnih esteraza UE i UA aktivnosti napravljeno je na dva uzorka u 
triplikatu mjerenja. Reakcija je izvedena u mikropločama s 96 jažica. Neposredno 
nakon početka reakcije, ploča se stavi u čitač mikroploča Multiscan i količina nastalog 
reakcijskog produkta se očitava se svake minute tijekom 10 minuta (Labsystems, 
Multiscan Ascent® čitač mikroploča) na 405 nm (A). Reakcija je zaustavljena 
dodavanjem 500 μl 2% SDS. 
 
 
 Reagensi i otopine: 
UA pročišćena iz ljudskih eritrocita CAII 
- 1 mg / ml u deH20 
- Standardna krivulja 0,25-4,0 μg 
4-nitrofenil acetat (4-NPA) 
- 10 mM 4-NPA otopljeno u 95%-tnom etanolu, ili 
- 2 M 4-NPA otopljenog u DMSO , zatim razrijeđeno 200-puta u 95% etanolu. 
 Acetazolamid (AZM) inhibitor UA  
- 1 mM AZM u 50% DMSO 
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3.2.5. Određivanje aktivnosti ukupnih ugljičnih anhidraza 
 
Određivanje inhibitornog učinka acetazolamida (AZT) na standarde razrjeđenja UA  
Mjerenje referentne inhibicije dobiveno je istom reakcijom raspona razrjeđenja 
UA standarda s rasponom razrjeđenja inhibitora AZT uz korištenje kontrola odnosno 
engl. blanck-ova tj. slijepih proba. Raspon koncentracija AZM testiran je u triplikatu i 
pokazano je da je 0,5 mM AZT potpuno inhibira aktivnost ugljične anhidraze. 
Specifična aktivnost može se izraziti u nanomolima hidroliziranog p-NPA po 
min po mg proteina (nmol/min/mg); molarni koeficijenti ekstinkcije na 405 nm (18,5 
mM/cm). Jedna jedinica aktivnosti predstavlja količinu enzima koji katalizira 1 nmol 
reakcije po minuti u uvjetima ispitivanja. U našem slučaju nismo poznavali sadržaj 
proteina esteraze odnosno ugljične anhidraze u našim ekstraktima uzoraka, pa je 
samo aktivnost hidrolize mjerena pri istoj količini ukupnog sadržaja proteina (10 ug).  
Za našu potrebu preliminarnog istraživanja i samo za usporedbu ukupnih 
aktivnosti esteraze (UE) s UA inhibiranim aktivnostima tijekom embrionalnog razvoja 
morskog zekana nije bilo potrebno utvrditi specifičnu aktivnost. 
 
 
3.2.6. Analiza rezultata i statistička obrada 
 
Rezultati su izraženi kao srednje vrijednosti mjerenja s pripadajućom 
standardnom devijacijom dva uzorka i triplikata mjerenja enzimskih aktivnosti (UE i 
UA) 10 ug ukupnih proteina jajčane vrpce zekana A. punctata, osim ako nije drukčije 
navedeno. Korelacija ukupnih esteraza (UE), specifične aktivnosti ugljične anhidraze 
(UA) te postotnog udjela UA u UE aktivnosti (UA/UE%) dobivena je korištenjem Excel 
tabličnog kalkulatora (Microsoft Office 365). 
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4. REZULTATI 
4.1. Inhibitorski učinak acetazolamida (AZM) 
 
Ispitivana je aktivnost UA i inhibitorski učinak acetazolamida na UA CAII 
ljudsku izoformu izoliranu iz eritrocita. Raspon koncentracija AZM je testiran u 
triplikatu i dokazano je da je 0,5 mM AZM potpuno inhibira aktivnost CA esteraze 
(Slika 8). 
Dodatno, vremenski tijek UA enzimske reakcije CAII određen u prisutnosti 0,5 
mM AZM bio je statistički nerazlučiv od vremenskog tijeka dobivenog u odsutnosti 
enzima što upućuje na visoku osjetljivost UA na inhibicije sulfonamidima. 
  
y = 0,1249x + 0,0262
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Slika 8. Mjerenje aktivnosti serijskih razrjeđenja enzimskog standarda ugljične 
anhidraze (CAII). 
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4.2. Analiza ukupne aktivnosti esteraze i ugljičnih anhidraza tijekom 
embrionalnog razvoja 
Analiza ukupne aktivnosti esteraze i ugljičnih anhidraza tijekom embrionalnog 
razvoja morskog zekana Aplysia punctata općenito je pokazala povećanje obje 
aktivnosti tijekom razvoja embrija / larve (0-26 dana). UA aktivnost se značajno 
povećava u 7. i 15. danu (Slika 9). 
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Slika 9. Ukupna esterazna (UE) aktivnost te specifična aktivnost ugljične anhidraze 
(UA) u homogenatima jajčane vrpce morskog zekana A. punctata tijekom 
embrionalnog razvoja (0-26 dana). 
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Slika 10. Aktivnosti ugljične anhidraze u odnosu na ukupnu esteraznu aktivnost (%) 
u homogenatima jajčane vrpce morskog zekana A. punctata tijekom 
embrionalnog razvoja (0-26 dana). 
 
Postotak UA aktivnosti u usporedbi s ukupnom aktivnošću esteraze bio je 
najviši u 16. i 23. danu embrionalnog razvoja. Općenito, tijekom vremena razvoja, 
postotak UA aktivnosti smanjen je u usporedbi s ukupnim aktivnostima esteraze 
(Slika 10), te je korelacija UE i UA aktivnosti visoka r=0,736 (Tablica 3). 
 
Tablica 3. Korelacija ukupnih esteraza (UE), specifične aktivnosti ugljične anhidraze 
(UA) te postotnog udjela UA u UE aktivnosti (UA/UE%).  
  Dani UE UA UA/UE% 
Dani 1 
   UE 0,790 1
  UA 0,944 0,736 1
 UA/UE% 0,596 0,059 0,695 1
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Slika 11. XRD analiza mineralnog sastava ličinačke faze razvoja morskog zekana A. 
punctata 0-21. dan (A. Jaklin, neobjavljeni podaci). 
 
XRD analiza mineralnog sastava ličinačke faze razvoja morskog zekana A. 
punctata pokazala je da se prvi biominerali počinju pojavljivati 9. dan razvoja embrija 
unutar kokona u jajčanoj vrpci. 
 
 
 
 
 
 
24 
 
5. RASPRAVA 
 
U ovom istraživanju određivanja ukupne esterazne aktivnosti (UE) i specifične  
aktivnosti ugljične anhidraze (UA) korišten je 4-NPA bezbojni supstrat koji se 
hidrolizira u 4-nitrofenol i acetat. Enzimska aktivnost esteraza se određuje mjerenjem 
brzine/količine nastalog 4-nitrofenola, žutog obojenog spoja. Aktivnosti ugljične 
anhidraze su određene istom reakcijom, ali uz specifični inhibitor UA acetazolamid 
(AZM). Govorimo o aktivnostima UA u množini, pretpostavka je da i morski zekan 
ima više UA kao i svi eukarioti (Tripp i sur., 2001; Pavičić-Hamer i sur., 2015). 
Raspon koncentracije AZM je testiran u triplikatu i dokazano je da je 0,05 mM 4-NPA 
potpuno inhibirala aktivnost CA esteraze, što je u skladu s acetazolamidom IC50 za 
ljudsku izoformu CAII (0,0263 mM) prethodno utvrđen upotrebom 4-nitrofenil fosfata 
kao supstrata, pri pH 7,4 i 25°C (Supuran, 2010). Dodatno, vremenski tijek UA 
enzimske reakcije određen u prisutnosti 0,5 mM AZM bio je statistički nerazlučiv od 
vremenskog tijeka dobivenog u odsutnosti enzima što upućuje na visoku osjetljivost 
UA na inhibiciju sulfonamidima (Supuran, 2010). 
Analiza ukupne aktivnosti esteraze (UE) i ugljičnih anhidraza (UA) tijekom 
embrionalnog razvoja morskog zekana Aplysia punctata općenito je pokazala 
povećanje obje aktivnosti tijekom razvoja embrija / larve (0-26 dana). UA aktivnost se 
značajno povećava u 7. i 15. danu. Postotak UA aktivnosti u usporedbi s ukupnom 
aktivnošću esteraze bio je najviši u 16. (76,0%) i 23. (75,4%) danu razvoja. Općenito, 
tijekom vremena razvoja, postotak UA aktivnosti smanjen je u usporedbi s ukupnim 
aktivnostima esteraze (7-50%). Korelacija izmjerenih enzimskih aktivnosti UE i UA 
tijekom embrionalnog razvoja morskog zekana je također značajna (r=0,736). 
Nakon oplodnje i polaganja jajčane vrpce, embrij se razvija unutar čahure te 
njegov razvoj završava izlaskom iz čahure u obliku veliger ličinke. Veliger ličinka  ima 
ljušturu sačinjenu od kalcijevog karbonata (CaCO3), koji je u svom kristalnom obliku 
aragonit ili kalcit, i od male količine dolomita (CaCO3 x MgCO3). Tijekom rasta i 
razvoja veliger ličinke spiralna kućica potpuno obuhvaća i štiti meko tijelo. Nakon 
preobrazbe veligera vanjska kućica postaje unutarnja i reducira se do jednostavnog 
konkavnog štita iznad meke utrobe.  
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Odrasla kućica vrste A. punctata ima dva organska sloja, između kojih se 
nalazi kalcificirani sloj sa dominantnim aragonitom (71 M%) i feldšparom (19 M%), 
dok se kućica srodne vrste A. fasciata sastoji gotovo isključivo od kristala aragonita 
(oko 90 M%). Kristali halita su prisutni vanjskoj i unutarnjoj strani kućice kod obje 
vrste, ali se razlikuju po obliku, orijentaciji i pravcu rasta kristala (Tonejc i sur., 2014). 
Nastanak prvih biominerala utvrđen je analizom mineralnog sastava (XRD 
analiza) u 9. danu razvoja embrija morskog zekana A. punctata, a ovim radom 
pokazano je da pojavi biominerala prethodi povećanje UA aktivnosti u 7. danu 
razvoja. Tako npr. tijekom embrionalnog razvoja dagnje Mytilus galloprovincialis 
aktivnost ugljične anhidraze je najviša neposredno prije stvaranja kristala aragonita i 
kvarca. Prvi kristali kalcita prisutni su u uzorku 3 sata nakon oplodnje, a prvi kristali 
aragonita pojavljuju se 22 sata nakon oplodnje (Medaković, 2000).  
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6. ZAKLJUČCI 
 
 Mjerenjem aktivnosti raspona standarda UA (0,25 – 4,0 mg CAII izoforme) i 
inhibitorskog učinka acetazolamida (AZM) je utvrđeno da koncentracija od 0,5 
mM AZM u potpunosti inhibira specifičnu aktivnost UA; 
 Analiza ukupne aktivnosti esteraza (UE) i ugljičnih anhidraza (UA) tijekom 
embrijskog razvoja morskog zekana Aplysia punctata općenito je pokazala 
povećanje obje aktivnosti tijekom razvoja embrija (0-26 dana);  
 Aktivnost UA  se značajno povećava u 7. i 15. danu embrionalnog razvoja; 
 Postotak UA aktivnosti u usporedbi s ukupnom aktivnošću esteraza (UE) bio je 
najviši u 16. i 23. danu embrionalnog razvoja;  
 Općenito, tijekom vremena razvoja, postotak UA aktivnosti smanjen je u 
usporedbi s ukupnim aktivnostima esteraza; 
 Nastanak prvih biominerala utvrđen je u 9. danu razvoja embrija, a ovim radom 
pokazano je da pojavi prvih biominerala prethodi povećanje UA aktivnosti. 
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8. TEMELJNA DOKUMENTACIJSKA KARTICA 
 
SVEUČILIŠTE  JURJA DOBRILE U PULI 
SVEUČILIŠNI PREDDIPLOMSKI STUDIJ – ZNANOST O MORU 
 
Analiza aktivnosti ukupne esteraze i ugljične anhidraze tijekom embrionalnog razvoja 
morskog zekana Aplysia punctata (Cuvier, 1803) 
 
SAŽETAK 
Enzimska aktivnost ukupnih esteraza (UE) i ugljične anhidraze (UA) mjerena 
je modifikacijom metode po Pocker i Stone-u u ukopnom homogenatu tkiva jajne 
vrpce morskog zekana Aplysia punctata (Cuvier, 1803). Navedenom metodom prvo 
se određuje enzimska aktivnost ukupnih esteraza, te se od tih aktivnosti oduzme 
aktivnost UA dobivena primjenom specifičnog inhibitora UA acetazolamida (AZM). 
Početno određena je aktivnost UA standarda izoforme CAII iz ljudskih eritrocita i 
inhibitorski učinak acetazolamida na CAII. Raspon koncentracija AZM testiran je u 
triplikatu i dokazano je da je 0,5 mM AZM potpuno inhibirala aktivnost UA CAII, te je 
u daljnjim mjerenjima UE i UA korištena upravo ta koncentracija. Analiza ukupne 
aktivnosti esteraze i ugljičnih anhidraza tijekom embrijskog razvoja morskog zekana 
A. punctata općenito je pokazala povećanje obje aktivnosti tijekom razvoja embrija / 
larve (0-26 dana). UA aktivnost se značajno povećava u 7. i 15. danu. Postotak UA 
aktivnosti u usporedbi s ukupnom aktivnošću esteraze bio je najviši u 16. i 23. danu 
razvoja. Općenito, tijekom vremena razvoja, postotak UA aktivnosti smanjen je u 
usporedbi s ukupnim aktivnostima esteraze. Nastanak prvih biominerala utvrđen je 
analizom mineralnog sastava (XRD analiza) u 9. danu razvoja embrija morskog 
zekana A. punctata, a ovim radom pokazano je da pojavi biominerala prethodi 
povećanje UA aktivnosti u 7. danu razvoja. 
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Analysis of total esterase and carbonic anhydrase activities during embryonal 
development of sea hare Aplysia punctata (Cuvier, 1803) 
  
ABSTRACT 
Enzymatic activity of total esterase (TE) and carbonic anhydrase (CA) 
activities was measured by a modification of the method early described by Pocker 
and Stone on whole tissue homogenate of sea hare A. punctata (Cuvier, 1803). This 
method first determines the enzymatic activity of total esterases, and from these 
activities the CA activity obtained using a specific inhibitor of CA, Acetazolamide 
(AZM) are subtracted to calculate specific CA activities. Initially, the CA activity of 
standard CAII isoform and the acetazolamide inhibitory effect on CAII was 
determined. Range of AZM used concentration was tested in triplicate and it was 
proved that 0.5 mM AZM inhibited CAII activity completely. In following 
measurements of TE and CA activities, 0.5 mM AZM concentration was used. 
Analysis of TE and CA activities during embryonal development of sea hare in 
general indicated increase of both activities during larval development (0-26 days). 
The CA activities significant increased at 7th and 15th day. The percentage of CA 
activities in comparison to total esterase activity was the highest at 16th and 23th day 
of development. In general, during development time the percentage of CA activity 
was reduced comparing to total esterase activities. The emergence of the first 
biominerals was determined by the analysis of mineral composition (XRD analysis) 
on the 9th day of development of sea hare embryos, and this work demonstrated that 
the appearance of biominerals preceded the increase of UA activity on the 7th day. 
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